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Abstract 
We can easily understand that radiation sensitivities of cancer cells are dependent on the status of cancer-related 
genes. It is important to  clarify which genes affect radiation sensitivity and reflect the effectiveness of radiation 
therapy for cancer cells. We have studied about the function of a tumor suppressor gene of p53, because p53 
controls apoptosis, cell cycle and DNA repair from an aspect of important roles in cell fate. By analysis of 
function of p53 gene, therefore, we aim to predict the therapeutic effectiveness and to select the modalities of 
cancer therapies such as radiotherapy, chemotherapy and  hyperthermia. As a final goal, we want to accept the 
most effective therapy, namely tailor-made cancer therapy, for each patient. Here, we introduce that 
carbon-beam therapy induced the expression of p53-independent apoptosis-related genes and NO radicals in 
mutated p53 cancer cells.
1炭 素線によるp53非依存性アポ トー シス誘導
1-1.炭素線によるRBE
ヒ ト腫瘍の約半分においてp53遺伝子の変異
が検 出されてお り、pS3遺伝子の変異が発 がんあ
るいは腫瘍 の悪性 化に関与 していることが示唆
され ている。これ までに我々は、神経膠芽腫細胞
A-172、舌扁平上皮がん細胞SAS、非小細胞肺が
ん細胞H1299にp53遺伝子を導入 し、遺伝的背
景をそろえた細胞間で炭素線によるRBEを 調べ
てきた。
?
正常型'p53細胞 に比べ て、炭素線 のRBEは高い値
を示 した。移植腫瘍系でも同様な結果 を得てお り
[3】、炭素線療法は:p53遺伝子型によらず治療効果
が期待でき、X線に比べて炭素線治療は高い治療
効果が得 られ るであろ う。
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図1.X線 ・炭素線 に対す る感受性 と温熱
に よる増感 効 果 ○,X線 照射;●,X線
照射 と温 熱処 理(44℃,30min)併用;△,炭
素線・照射(100keV/ｵm);▲,炭素線 照射
(100keV!ｵm)と温 熱 処理(44℃,30min)
併用。
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生 存 率 曲線 のmulti-hitモデ ル か ら算 出 したDo
を指 標 と した炭 素線 のRBEは100keV/ｵmでピー
ク とな り、いずれ の 細胞 も約2-2.5程度 であ った。
変異型p53細胞 は 正 常型p53細胞 に比 べ てL2-1.3
倍 程 のX線 抵 抗 性 を もた らす が(図1③,④)、LET
が高 くな るにっ れ 、放射 線感 受性 が増 し、p53の
遺 伝子 型 に よ る感 受 性 に違 いは認 め られ な くな
る(図1①,②)[12]。その結果 、変 異型p53細胞 は
1-2.p53遺伝子型 と細胞死型
放射線による細胞死 は古くは増殖死と間期死の2
つに大別されてきた。増殖死(分裂死あるいは遅発
死と呼ぶこともある)は、放射線照射を受けた細胞が
分裂中あるいは細胞分裂を契機にして死滅する。一
方 、問期死(早期 死)とは、細胞が分裂することなく
放射線被曝後、数時間で起こす細胞死である。近年、
細胞死についてネクローシスとアポトー シスという概
念が定着してきた。ネクローシスと呼ばれる細胞死は
比較的大線 量(数十Gy)の放射線 による損傷 によっ
て、タンパク質の合成 が関与しない受動的な細胞崩
壊現象であり、「細胞他殺」ともいえる。一方 、アポト
ーシスは個体の発生や恒常性の維持のために、能
動 的な異 常細胞 排除機構・として機能 し、いわ ば、
「細胞 自殺」である。アポトー シスは中線 量(数Gy)の
放 射線 によって誘 発 し、タンパク質合 成阻 害剤 や
RNA合成阻害剤 により抑制される。つまり、放射線
誘導アポトー シスはタンパク質やRNA合成 を必要と
するプログラムされた細胞死である。前述の間期 死
がまさにアポトー シスであり、分裂する細胞 において
も見られることもある[4】。我 々が注 目してきたp53の
遺伝子産物 によってアポトー シス誘 導は制御されて
いる(図5①,②)。p53はこのアポト.__.シス誘導による
細胞死に導く経路と、細胞周期の調節や修復の誘
導による生存に導く経路の2つを誘 導する。これまで
にもp53の遺伝子型と放射線感受性が調べられ、効
くこともあれば、効かないこともあると相矛盾した報告
があった.これは細胞のp53遺伝子以外の遺伝的背
景が異なり、p5.3による生存と死を導くバランスが異な
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るためと考えられる。p53の異常な細胞 はp53のはた
らきが抑えられており、p53依存性 に生存することが
できないため死に、代わりにp53依存性アポトー シス
は起こらず生存すると考えられている(図5③,④)。
本実験で用いた正常型p53細胞 はp53依存性アポト・
一シス機構の方が生存機構よりも優先的であると考
えると、pS3の機能が抑えられてアポトー シスを引き
起こさないp53の異常な細胞はX線 に抵抗性であっ
たと説明できる。
1-3.LETとアポ トー シス誘導
p53欠失型のH1299細胞 に正常型 または変異型
のp53遺伝子を導入した細胞を用いて、アポトー シス
とネクローシスの二つの細胞死型 についてLET依存
性をアクリジンオレンジ・エチジウムブロマイドニ重染
色蛍光顕微鏡観 察法で調べた。等死 亡率の各LET
の線 量を細胞に照射して、48時間後でのアポトー シ
ス頻度 とネクローシス頻度を図2に示 した。細胞死の
総和はいずれもほぼ一定であるのに対して、LETが
高くなるにつれてアポトー シス頻度が増え(図2②)、
ネクローシスの頻度が減った(図2①)。高LET炭素
線照射は細胞死におけるアポトー シスの占める割合
を高めた(図5⑤t②)。また、このことは程度の差こそ
あれ 、変異型p53細胞(図2③,④)とp53欠失型細胞
(図2⑤,⑥)でも同様の傾向を示した。これは高LET
になるにつれて、p53非依存的にアポトー シス頻度が
高く、ネクローシス頻度が低くなることを意味する(図
5⑥,⑦)。高LET炭素線では修復されにくいDNA損
傷が増 えることで、pS3非依存性アポトー シスが誘導
され ているものと考える。このことは、SAS細胞培養
系やSAS細胞移植 腫瘍系[5】でも同様な結果を得て
おり、炭素線 ががん細胞 の退縮 につながるアポトー
シスを高頻度に誘導することから、炭 素線のがん治
療での有用性が大いに期待される。
2炭 素線感受性の温熱増感
Z-1.X綿による温熱増感
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図2.死 亡率30%を与 え るLETの異 な る放射
線 に よ る細 胞 死 型 ○,ア ポ トー シ ス;
●,ネ ク ロー シス。
古くから、温熱処理すると新生タンパク質 は正しく
フォールディングできなくなり、すでにフォールディン
グしているタンパク質は不可逆的な凝集を引き起こ
し、細胞 は大きな打撃をうける。また、放射線 による
DNA損傷の修復に関与するDNAポリメラーゼaや
a、リボヌクレオチドリダクターゼ、DNA-PKのサブユ
ニットであるKuタンパク質などは温熱により失活しや
すいことが知られている。温熱処理によって、放射線
によるDNA鎖 切断やチミングライコールなどの損傷
が修復され にくくなることが知られている。これらの結
果から、X線 による温熱増感のメカニズムとして、放
射線 によるDNA損 傷を修復する酵素が温熱 によっ
て失活することが原因であると考えられてきた。我 々
は、この現象にp53が関与しているのかを明らかに
するために、p53以外の遺伝的背景が同じ細胞を用
いて調べてきた(図1)【1,2」。その結果、X線感受性
の温熱増感 は、正常型pS3細胞で相乗的に認めら
れるものの(図1③,⑦)、変異型ρ53細胞では相加的
でしかないことを見出した(図1④,⑧)。p53依存性
生存機構が温熱で不活性化されて、pS3依存性アポ
トー シスが増えると考えると、正常型p53のみX線 照
射と温熱処理併用 により相乗的な殺細胞効果とアポ
トー シス頻度の増加が見られた今回の結果を説明で
きる。また、この結果はあらかじめ患者のがん細胞 に
ついてp53の遺伝子型を検索することがX線 照射と
温熱処理併用 によるがん治療方針の決定に役立っ
ことを意味している。
2-2.炭素線 による温熱増感
高LET放射線によるDNA損傷は、低LET放 射
線と比べて質的に異なり、一般的に修復 不能である
と考えられている。もしも、放射線照射と温熱 処理の
併用による相乗効果が、放射線によるDNA損 傷修
復関連酵素が温熱に失活しやすいことが原 因である
としたら、高LET放射線によるDNA損 傷は修復不
能なため、相乗効果が認められないと考えられる。ホ
乳類の培養 細胞やがん細胞のヌードマウス移植 実
験で、高LET放 射線照射と温熱処理の併用 につい
ては、相加効果しか認められなかったという報告も、
相乗効果があったという報告もある。用いられた細胞
株が異なるので、そのような効果の差が起こるのであ
ろう。我 々はH1299細胞を用いた実験で、正常型と
変異型p53細胞の両者とも、RBEのピークを示した
100keV/ｵm高LET炭素線照射で温熱処理との相
乗的な殺細胞効果は認められなかった(図1①と⑤,
②と⑥)。SAS細胞培養系を用いた実験 においても
同様の結果を得ている【1]。変異型p53細胞のTER
はいずれのLET領域でも0.9-1.1と変動はなく、放 射
線照射と温熱処理の相加効果しか認められなかった。
一方 、正常型p53細胞のTERはX線 でL7、炭素
線30・70keV!ｵmで1.4と相乗効果を認めた。しかし、
100keV/ｵmで1.2とLETが高くなるにつれてTER
の値が小さくなった。100keV/ｵm高LET炭素線で
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は修復されにくいDNA損 傷が増えることで、p53非
依存性アポトー シスが誘導されると考える。さらに、
正常型ρ53細胞ではpS3依存性の生存の経路が絶
たれ、変異型p53細胞ではp53依存性アポトー シス
を起こさなくても、ρ53遺伝子に関係ない細胞死を引
き起こしていると考えると、感受性 に差がなくなり、温
熱処理併用による相乗的な殺細胞効果が認められ
なくなると説明できる。
2-3.拡大 ブラックピーク ビーム(SOBP)による
温熱増感
実際に治療で使用される炭素線 は厚みのある腫
瘍部位 に均一に高い線量を集中させるためにSOBP
が用いられている。我々はSASがん細胞移植系で抗
腫瘍効果を指標 に炭素線の温熱による増感につい
て調べた。放射線 照射と温熱処理併用 による相乗
効果を確認するため、それぞれ 単独では影響の認
められないポイントで経 日的な相対腫瘍重量変化を
調べた結果、正常型p53移植腫瘍のみX線 と同様に
SOBP照射 の場合でも温熱処理との併用による顕著
な腫瘍増殖の抑制が認められた。正常型p53移植腫
瘍の相対腫瘍重量が5倍に到達するまでの 日数は
炭素線照射と温熱処理併用では5.8日遅延した。正
常型p53移植腫瘍のみX線 と同様 に炭素線照射の
場合も温熱処理との併用によって顕著なCaspase-3と
PARP断片化およびアポトー シスの出現が認められ
た。治療で用いられているSOBPは純粋な炭素線の
単一ビームとは異なり、その発 生過程で様々な二次
放射線成分を含むため、X線と同様にρ53依存性 生
存機構がはたらいており、その生存機構が温熱で不
活性化されると考えると、これらの結果を説明するこ
とができる。これらのことから、正常型.p53腫瘍のみに
適用であるが、集学的療法の一っとして炭素線照射
と温熱処理併用の適用が期待される[6】。
3炭 素線による一酸化窒素(NO)ラジカル生成
と細胞死誘導
近年 、放射線に曝露されていない非標的細胞に
も放射線影 響が現れる可能性 がある「バイスタンダ
ー効果」が注 目されている【7】。放射線 によるがん治
療においても、放射線による直接的な抗腫瘍効果と
がん細胞の二次的な応答 による間接 的な抗腫瘍効
果の総 和として現れてくると考 えられる。以前より放
射線がん治療 に際して、原発巣のみに放射線 治療
を施行 したにもかかわらず 、原発巣から離れた放射
線照射や他の治療を施行 していない転移巣が縮 小
または消失する、いわゆる「遠達効果」と称する特異
な現象が報告されている[8]。しかしながら、この放射
線誘発バイスタンダー効果の分子メカニズムについ
てはほとんど明らかにされていない。X線 や炭素線
を照射したがん細胞においてNOラ ジカルの産生が
誘導されること、このNOラ ジカルが共存する非照射
のがん細胞に作用してアポトー シスを誘導することを
我々は明らかにした。
3-1.p53遺伝 子 型 とNOラ ジカル 生成
内 因性 のNOラ ジカル は一酸 化 窒 素 合成 酵 素
(NitricOxideSynthase、NOS)によってL一アル ギニン
のグアニシド基 が酸 化されて レシトル リンへ と転換 さ
れ るときの 副 産 物 として生 成 され る。NOSに は 、
endothelialNOS、neuronalNOSおよびinducible
NOS(iNOS)の3種類 のアイソマーが存在 する。3種
類 のNOSに より生成 され るNOラ ジカルは 、血 管 弛
緩 、神 経 情 報 伝 達 、免 疫 反応 および炎 症 反 応 での
シグナル伝 達 因子 として重要な生理 的機能 を担って
いる。がん細 胞 におい て高発 現が見 られ るのは主 に
iNOSである。ヒト腫瘍(子 宮がん、乳 がん及 び脳 腫
瘍)にお いてiNOSの産生 や活性が上 昇していること
が報 告されている。
我 々は 、x線あるいは炭素線 照射後 のiNosの誘
導 動 態 を検 討 した。X線 お よび 炭 素 線 照 射 後 に
iNOSの蓄積 誘 導 が認 められ たのは変異型/X11胞
のみ であり(図3①,②)、細胞 外へのNOラ ジカルの
放 出が認 められたのも変 異型p53細胞 のみ であった
(図3⑤,⑥;図5⑧)[9,10】。p53タンパ ク質 はp53
標 的 遺伝 子 の プロモー ター に存在 する特 異 的塩 基
配列(p53consensussequence、p53CON)に結 合して
転写 を促 進 するだけでなく、TATA-boxをもつ プロモ
ーター に対 してはTATA-boxbindingproteinと結合
して転 写を抑 制す る。また転 写因子 一1CBとの相互
作用 によりNF-KBを必 須 とするプロモーター 活性も
抑 制 す る。iNOS遺 伝 子 の プ ロモ ー ター に は
TATA-boxが存在 し、転 写 にはNF一κBが必須である
ため 、正 常型p53細胞 にお いてはiNOSの蓄積 誘導
は正常 型p53タンパ ク質 により抑制され 、変異型p53
細 胞 にお い ては その 様 な抑 制がか か らない ので 、
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図3.x線 ・炭 素線 に よるiNosの蓄積誘
導 とNOラ ジカル の放出(照 射 後10
時 間 目)□,X線(2.5Gy);旛,炭 素
線(6cmSOBP,70keV/ｵm,2.5Gy)。
iNOSの蓄積誘導およびNOラ ジカルの放 出が認め
られたものと考える[11】。
3-2,NOラジカル に よる細胞 影響
過剰 に産 生 され たNOラ ジカル はN203やONOO'
の生成 を促 し、DNAやタンパ ク質 を修 飾 し、様 々な
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図4.変異型p53腫瘍由来X線 ・炭素線誘発NOラ ジカル による非照射の正常型
p53腫瘍での腫瘍増殖遅延およびアポ トー シス誘導 腫瘍増殖抑制度 は照射後
25日目の相対腫瘍体積か ら算出 した。TUNEL陽性細胞出現率は照射後4日 目の
腫瘍を摘出 し、TUNEL法によ り染色 し、算定 した。*,P〈0.05。
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図5.炭素線 によるアポ トーシス誘導
組織での細胞障害に関与し、アポトー シスを誘導す
ることが明らかにされている[12]。X線を照射した変
異 型pS3細胞 を24時 間培 養 してConditioned
Medium(CM)を調製 し、このCMに曝露した正常型
p53細胞 において、顕著なDNAラダー形成および
Caspase-3の活性化が認められ 、蛍光色素染色によ
り典型的なアポトー シス像が認められた。しかし、CM
にNOラジカル特異的スカベンジャーであるc-PTIOを
添加すると、ほぼ完全にアポトー シスが抑制された。
さらにがん細胞移植腫瘍においてX線あるいは炭素
線誘発NOラジカルによるアポトー シス誘導を検討し
た。両大腿皮下に、正常型および変異型p53細胞を
移植したヌードマウスを準備し、変異型pS3移植腫瘍
にX線あるいは炭素線を照射して、両腫瘍の増殖動
態を解析した。照射された変異型.p53移植腫瘍の反
対側にある非照射の正常型p53移植腫瘍において
統計学的に有意な増殖遅延があり(図4①,③)、正
常型p53移植腫瘍においてTUNEL陽性(アポトー シ
ス)細胞が認 められた(図4⑤,⑦)。これらの現象は
照射前 にc-PTIOを腹腔 内投与することにより抑制さ
れた(図4②,④,⑥,⑧)。
これらの結果は、NOラジカルがX線 および炭素
線に対するがん細胞ゐ感受性修飾因子の一つであ
り、放射線 による抗腫瘍効果にNOラジカル によるア
ポトー シス誘導が大きく寄与していることを示唆 して
いる。さらに「遠 達効果」および 「バイスタンダー効
果」の一因がNOラ ジカル(図5⑧)であることを示唆
するものである。
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